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@ Exopolysaccharides fonglques ayant une activite immunostimulante, leur precede d'obtentron et composition 
therapeutique les contenant, 



(57) ^invention a pour objet des exopolysaccharides fongiques 
ayant une activite immunostimulante, comprenant des chaTnes 
de type glucane de formule 

p-D-61cp 



t-j3-D-Glcp-(1 -> 3}-]?*P-Glcp-(1 3)-^D-Glcp-(1 3R 

^ qui presentent entre eiles des pontages, et eVentuellement 

_ des chaines de type man nane 

I et ayant une masse moleculaire au moins egaie a 5:10 s . 
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La presente invention concerne des exopoly- 
saccharides -fongique ayant une activate immunostimu- 
lante chez les vertebres qui peut etre utilisee notam- 
ment dans le traitement des tumeurs . 

On connait deja des glucanes ayant une acti- 
vate immunos timul ante qui sont utilises dans le trai- 
tement de cancers. Parmi ces glucanes on peut citer le 
schizophyllane qui est produit par Schizoph vllum com- 
mune (T. Matsuo et al, Drug Res. 32, 647, 1982). Ce 

produit est- decrit comme etant un beta 1,6; beta 1,3 

5 

glucane ayant une masse moleculaire de 4,5 10 . II a 
deja ete utilise dans le traitement de differents 
types de cancer. 

On a ma in tenant trouve des exopoly sacchari- 
des qui presentent une activite superieure a celle du 
Schizophyllane . 

La presente invention a ainsi pour objet des 
exopolys accharide s fongiques ayant une activite immu- 
nos timulante , comprenant des chalnes de type glucane 
de formule 

£ -D-Glcp 
1 

J' 
6 

r-;^D-Glcp- (1-^3) -[^-D-Glcp- ( 1->3 ) - fy-D-Glcp- (1-^3 ) -J ^ 

qui presentent entre elles des pontages, 

et eventuellement des chaines de type mannane 

5 

et ayant une masse moleculaire au moins egale a 5.10 . 

Les exopoly saccharides selon 1* invention 
peuvent etre notamment produits par des souches de 
Nomuraea rilevi qui est un champignon imparfait, pa- 
thogene de nombreux lepidopteres def oliateurs , et no- 
tamment par des souches deposees ATCC 46372 et ATCC 
5 2 6 3 1, 



Toutefois plus generalement ils peuvent etre 
produits par des champignons pathogenes d ' invertebres 
capables d'excreter un polysaccharide stimulant les 
reactions de defense d'un invertebre. 

La presente invention a egalement pour objet 
un procede d'obtention d'un exopoly s a ccha ride selon 
1' invention qui consiste a cultiver une souche produc- 
trice de 1 ' exopoly sa ccharide , a separer par filtration 
le milieu de culture et a separer par precipitation ou 
ultrafiltration les ex o poly s a cch a r id e s du milieu de 
culture . 

Le milieu de culture utilise avec Nomuraea 
rilevi peut etre constitue de glucose (3 a 6"/ en 
poids) et d'extrait de levure (1 a 21 en poids). Mais 
on peut egalement utiliser d'autres sources de carbone 
telles que des sirops de mals et d'autres sources 
d* azote telles que des hydrolysats de proteine du type 
peptone. 

La separation par precipitation peut etre 
realisee notamment par de 1'ethanol. 

La presente invention a en outre pour objet 
une composition t her apeutique comprenant les exopoly- 
saccharides a titre de principe actif. 

Les compositions therapeutiques selon 1 ' in- 
vention peuvent etre administrees a 1 ' homme ou aux 
animaux par voie topique ou pareriterale , et notamment 
par voie intramusculaire . 

Elles peuvent etre sous la forme de prepara- 
tions solides , semi-solides ou liquides. Comme exem- 
ples, on peut citer les solutions ou suspensions in- 
jectables , les pommades , les collyres huileux ou 
aqueux , les collutoires, les solutions na sales et 
otologiques , ainsi que les formes retard. 

Dans ces compositions le principe actif est 
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generalement melange avec un ou plusieurs excipients 
pharma ceutiquement acceptable^ habituels bien connus 
de I'homme de l'art . 

Les compositions ther a peutiques administra- 
5 bles par voie topique peuvent contenir notamment de 

0,1 a 55! en poids du principe actif. 

Les compositions thera peutiques administra- 
bles par voie orale ou parenterale peuvent contenir 
notamment de 1% a SO'/, en poids de principe actif. 
10 La quantite de principe actif administre 

depend evidemment du patient qui est traite, de la 
voie d ' administration et de la severite de la maladie. 

On decrira ci-apres plus en detail l'obten- 
tion des exopolys accha rides selon l'invention, leurs 
15 caracteristiques et leurs proprietes. 

1 ) Culture de Nomuraea rilevi et separation 
-desexopolysaccharides. 

On cultive une souche de Nomuraea rilevi 
(ATCC 46372) dans un milieu de culture comprenant 3Z 

20 de glucose et 1'/. d'extrait de levure dans des condi- 

tions de fermentation submergee. A cet ef f et , on opere 
dans un fermenteur en culture discontinue dans les 
conditions suivantes : 600 tprn, 0,1-1,0 vvm (volume 
d'air/volume de milieu/minute), 25"C. 

25 Apres 48 h de croissance, le milieu de cul- 

ture et le mycelium sont separes par filtration. Le 
filtrat de culture est precipite par ethanol (3-4 vo- 
lumes d'ethanol/1 vol. filtrat). Apres plusieurs la- 
vages a l'alcool, le precipite est conserve a -20*C en 

30 presence d'alcool. 

2) Composition et caracteristiques des exo- 
poly saccharides . 

Les exopoly s a cchar ides sont exclu si vement 
composes d'hexoses (avec, en fonction des operations, 
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des closes variables mais toujours tres faibles de pro- 
teines <17 des exopolysacchar ides , provenant 
probable-ment de la lyse cellulaire), L'analyse de la 
composition centesimales du polysaccharide et des 
5 liaisons exist ant entre les differentes unites a ete 

effectuee a I'aide des techniques suivantes : 

a) Composition des monosaccharides. 

La teneur en henose a ete mesuree sur des 
echantillons non hydrolysis en utilisant des methodes 

10 au phenol et a 1 ' an throne. ( J P Latge et a 1 , Can. J. 

Microbiol, 30, 1507, 1984). La composition en mono- 
saccharide a ete determinee apres rnethanolyse ( HC1 
0 , 5M/methanol pendant 24 heures a 80*C). Les methyl- 
glycosides ont ete identifies sous -Forme de derives 

15 trif luoroa cetyles par chroma togr a phie en phase gazeuse 

et liquide selorv la methode decrite par Zanetta et al 
(J. Chromatog. 69, 29 1, 1972). 

b ) Methyla tion . 

L * acetolyse et 1 ' oxydation periodique des 
20 echantillons d ' exopoly saccharide ont ete realisees 

comme . decrit par Dubourdieu et al . ( Carbohydr . Res. 

93 i 294, 1981), 

Des echantillons d ' exopoly s a cchar ides in- 

tacts ou ayant subi une acetolyse ou une oxydation 
25 periodique ont ete methyles par la methode decrite par 

Finne (Carbohydr. Res. 60, 336, 1980) puis methane- 

lyses avec un melange methanol/HCl 0, 5M a 80 *C pendant 

2 4 heures . 

Les derives methyles sont identifies par 
30 chroma togr aphie en phase gazeuse couplee a la spec- 

trometrie de masse comme decrit par Fournet et al 
(Anal . Bio chem. 116, 486 , 1961) : colon ne 0V .101 30 m 
x 0,30 mm, 110 a 2 3 0 # C 2* par minute-: mode d'ionisa- 
tion electronique avec un potentiel d ' ionisation de 70 
eV. 



c) Analyse enzymatique. 

Le glucane peut etre degrade par un extrait 
de Trichoderma (Novozym 1161). La digestion enzymati- 
que du glucane necessite la presence simultanee d'exo 
et d'endo (1—^3) glucanase. L'adjonction de (1—^6) 
glucanase, accelere la degradation (compositions enzy- 
matiques preparees selon le protocole decrit par Du- 
bourdieu, These Universite de Bordeaux, 1982). 

Les exopolys a ccha r ides comprennent des chai- 
nes de type beta M->3)(1-*6) glucane de formule : 

p-D-Glcp 
1 

i 

v 
6 

£- P-D-Glcp- ( 1 - 3)-p-D-Glcp- ( 1- 3)-p-D-Glcp-(1- 3 ) -J n 

II existe aussi des liaisons inter chaines 
ainsi que le prouve 1 ' identification de 4 , 6-dimet hyl- 
glucopyranoside et de 4- et 6 -mon omet hy lglucopyr a no- 
sides dans les produits de methylation apres metha- 
noly se . 

La presence de mannanes a aussi ete detectee 
dans certaines preparations d * exopolys a ccharides . Les 
chaines principales contiennent des mannoses lies en 
1—^2, 1 — ^3 et 1 — >6 * Les branchements entre chaines 
sont au niveau des carbones 2 et 6 de residus mannose. 
Le pourcentage de mannane varie suivant les souches et 
les operations entre 0 et 75 '/ des exopoly sa ccharide s . 

La masse moleculaire des exopoly saccharides 
est > 2.10 6 . Ainsi sur Superose 6, les exopoly saccha- 
rides sont elues a I'exclusion au meme endroit que le 

dextrane . de reference T20D0 (ayant une masse molecu- 

g 

laire voisine de 2 x 1 0 ). 

En microscopie electronique a transmission 
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(ombrage C-Pt a 5-7" apres incubation des sucres en 
presence d'acetate ci'uranyle) , les exopoly saccharides 
dans leur milieu de culture apparaissent comme un 
faisceau de plusieurs fibrilles (largeur totale com- 
5 prise entre 2 et 4 nm, longueur impossible a mesurer) 

resultant de 1 ' accouplemen t de fibrilles. Cet arran- 
gement fibrillaire explose apres ultra sonication des 
exopoly s a ccharides . 

Solubilite des exopoly s a ccharides : 
10 A saturation, apres filtration sterilisante 

sur filtre 0,45 urn, la solubilite est de 600-700 ug/ml 
d'eau ou d'eau phy s iolog ique (NaCl 0,9/.). 

A. Activite biologique. 

Les exopoly s accharides ont des proprietes 
15 antitumorales dues a une stimulation globale du sys- 

teme immunitaire. 

a) Activite antitumorale. 

Les exopolysac charades a activite antitu- 
morale ont ete inocules chaque jour a des souris avant 
20 inoculation de la tumeur a partir de jusqu'a J-1 

ou apres inoculation de la tumeur de J+1 a J+11. 
- Sarcome 18 0/CD1 

A J+30, pour . des doses de 0,2 a 5 mg/kg 
d ' exopolysaccharides de Nomuraea rilevi. la tumeur est 

25 totalement inhibee. Dans les animaux temoins , la tu- 

meur pese 4,2 g. L'inhibition totale de la tumeur ne- 
cessite des doses de schizophylla ne de 1 a 5 mg/kg. A 
0,2 mg/kg de schizophyllane , l'inhibition de la tumeur 
est voisine de SO .a 70'/. 

30 - Fibrosarcome OBA^/McScI 

A J+3 8, le poids de la tumeur des animaux 
temoins est 4 , 2 g , celui de ceux traites par le schi- 
zophyllane 5 mg/kg est de 2,9 g (toutes les souris 
ayant la tumeur). En revanche cinq animaux sur 10 
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traites avec 5 mg/kg de 1 ' exopolysaccharides de Nomu - 
rap rilevi ne presentent plus de tumeur (poids moyen 
de la tumeur sur tous les animaux traites : 0,9 g). 
b) Activite anti-microbienne 

tes exopolysaccharides de Nomuraea rilevi 
ont ete inocules a des souris Swiss a la dose de 1 
mg/kg a J-7, J-3 .et J-1 avant inoculation de Asper- 
gillus fumioatus et Candida albicans . 

A J+15, 9 souris/10 du lot temoin sont tuees 
par Aspergillus -Fumigatus alors que 3/10 seulement 
sont mortes dans le lot ou les souris ont recu l'exo- 
polysaccharide de Nomuraea rilevi. 

A J+15. 8 souris/10 sont tuees par Candida 
dans le lot temoin alors que 1 souris/10 seulement est 
morte dans le lot ayant recu les 3 injections de 
1 ' exopolysaccharide de Nomurae a rilevi. 
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REVENPICATJONS 

1 . Exopoly saccharides fongiques ayant une 
activite immunostimula nte , comprenant des chaines de 
type glucane de formule 

£-D-Glcp 
1 

l 

6 

£- £-D-Glcp- ( 1 - 3 J-P-D-Glcp- ( 1- 3)-P-D-Glcp~( 1- 3 ) -J7 

n 

qui presentent entre elles des pontages, 

et even tuellement des chaines de type mannane 

et ayant une masse moleculaire au mains egale a 5.10 5 . 

2. Exopolysaccharides selon la r e vend i ca tion 
1 , qui sont produits par Nomur aea r ilevi . 

3. Procede d'obtention d'un exopoly saccha- 
ride selon la re vendica tion 1 ou la r e vendica t ion 2, 
caracterise en ce qu'il consiste a cultiver une souche 
productrice de 1 ' exopoly saccharide , a separer par fil- 
tration le milieu de culture et a separer par precipi- 
tation ou ultrafiltration les exopolysaccharides du 
milieu de culture. 

4. Procede selon la re vendica t*ion 3, carac- 
terise en ce qu'on effectue une culture de Nomur aea 
rilevi dans un milieu de culture comprenant de 3 a 6% 
en poids de glucose et 1 a 21 en portion d' extrait de 
le vure . 

5. Procede' selon la re vendica tion 3 ou la 
re vendica tion 4, caracterise en ce qu'on separe les 
exopolysaccharides du milieu de culture par precipi- 
tation par 1 ' etna nol . 

6. Composition t hera peutique comprenant a 
titre de principe actif un exopoly sa ccha ride selon la 
revendica tion 1 ou la r evend ica t ion 2. 



